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BREVE HISTORIA SOBRE LA VACUNACION

La vacunacién es una de las intervenciones médicas mds efectivas y segu-
ras actualmente. Desde su descubrimiento, las vacunas son el mejor medio para
prevenir enfermedades, y se considera que han llegado a ser el mayor logro en
salud publica de todos los tiempos junto con los antibidticos y las mejoras de
higiene en la poblacién, contribuyendo enormemente a la reduccién de la mor-
bilidad y mortalidad debida a enfermedades infecciosas.

T Y T T AT Y ry rorei]

Ficura 9.1. Ldmina que ilustra el inicio de la vacunacion frente a la viruela por Jenner
en el siglo XVIII.
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La viruela ha sido la primera enfermedad infecciosa que se ha tratado de
prevenir hace ya mas de mil afios en la Antigua China. Entre otros métodos, se
utilizaban las costras y/o secreciones desecadas y convertidas en polvo de un
paciente con viruela para inmunizar contra la enfermedad. Se administraba in-
suflando el polvo en las fosas nasales con la finalidad de crear inmunidad tras
repetidas exposiciones, de forma absolutamente intuitiva.

La primera evidencia cientifica en el intento de proteger a la poblaciéon fren-
te a la viruela aparece a finales del siglo XVIII gracias a Edward Jenner. Este
habia observado como las lecheras que previamente habian contraido la viruela
bovina, no llegaban a desarrollar la variante humana de la enfermedad. Inocu-
lando las costras tomadas de las vacas infectadas y previamente procesadas, ad-
ministraba los microorganismos atenuados, es decir, la variante menos virulenta
de la enfermedad. Y aunque nunca obtuvo la vacuna de forma experimental, fue
el primero en utilizar el concepto de atenuacién para conseguir vacunas frente a
un patégeno, muy diferente a la utilizada mas adelante por Louis Pasteur.

Pasteur redefine el término atenuacién referido a vacunas, ya que a dife-
rencia de Jenner, él utilizaba el mismo agente causal de la enfermedad para ge-
nerar la vacuna. Hace este descubrimiento de forma casual cuando se olvida un
cultivo de Pasteurella multocida (agente causal del célera del pollo) y observa
que al inocularlo a los pollos, éstos se protegian frente a la enfermedad. Del
mismo modo, continué aplicando el mismo concepto a otras vacunas frente al
antrax o la rabia. Las técnicas de atenuacion basadas en los descubrimientos de
Pasteur han ido mejorando con el tiempo de forma que se han ido obteniendo
vacunas cada vez mds puras, debido a los grandes avances en cuanto a cultivos
celulares que permitieron el mejor aislamiento y cultivo del patégeno causante
de la enfermedad, y la posterior atenuacién del mismo usando diferente méto-
dos, de forma que se logra menguar la actividad del microorganismo mante-
niendo su inmunogenicidad.

La carrera por profundizar en la investigacion de nuevas vacunas y nuevas
formas de inmunizacién mas seguras y eficaces comienza ya en el momento en
el que se describen los multiples riesgos asociados a la inmunizacién con pato-
genos vivos atenuados (reactivacién del microorganismo, reacciones anafildcticas,
etc.). Asi, ya en la segunda mitad del siglo XIX, se establece en Estados Unidos
el concepto de vacuna compuesta por el microorganismo completamente desacti-
vado 6 muerto. Edmun Salmon y Theobald Smith, desarrollaron la primera vacu-
na desactivada con calor contra el célera del cerdo, y a partir de ahi se generaron
de este modo una lista de vacunas desactivadas hasta nuestros dias, entre las que
se encuentra por ejemplo las vacunas contra el célera humano y la peste.
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A principios del siglo XX se descubre la inmunogenicidad provocada por
las toxinas generadas por las bacterias de la difteria y el tétanos quimicamente
inactivadas, es decir, aparecen los primeros toxoides. A partir de este descubri-
miento se comienza la bisqueda de subunidades de organismos patégenos que
pudiesen generar inmunogenicidad sin tener que administrar el microorganismo
completo al paciente.

Es entre los afios 70 y 80 cuando tiene lugar la aparicién de las primeras va-
cunas formadas por las subunidades mas inmunogénicas y conservadas del patd-
geno, como fracciones polisacaridicas o proteinas purificadas. La primera vacuna
de este tipo, contra Haemophylus influenzae tipo b, compuesta por un conjugado
de proteina y un polisacédrido de la c4pside del virus, fue aprobada en 1985 (1).

Paralelamente a estos importantes avances, comienza el gran desarrollo de
las nuevas técnicas de ingenierfa genética. Se comienza a investigar en profun-
didad para identificar y aislar los componentes mds inmunogénicos y conserva-
dos de los microorganismos, asi como el desarrollo de nuevas técnicas la ate-
nuacién racional mediante mutacién directa del genoma de patégenos,
eliminando las fracciones mds virulentas y generando microorganismos apatd-
genos. Es asi como en 1986, Merck comercializa la primera vacuna recombi-
nante de la hepatitis B, obtenida en cultivos de levaduras mediante la técnica de
ADN recombinante.

Por otro lado, la técnica del ADN recombinante ha servido para disefiar plas-
midos ADN que contengan una secuencia codificadora de un antigeno para lo-
grar respuestas inmunoldgicas, como recientemente ha sido recogido en la re-
vision de Liu y col. (2). El mecanismo de presentacion del antigeno en este caso,
imitarfa a la forma natural de presentacién de los antigenos viricos. De igual
forma que si se consigue la liberaciéon del plasmido vacuna en el interior de la
célula, el virus internaliza en la célula su material genético, que se traduce a las
proteinas viricas gracias a la maquinaria celular. Estos antigenos serfan proce-
sados y presentados luego por las células presentadoras de antigeno (CPA) por
el mismo mecanismo que los antigenos viricos.

La secuenciaciéon del genoma de los diferentes patdgenos también ha con-
tribuido de forma importante a la identificacién de nuevos antigenos y factores
de proteccidn, a lo que se denomina vacunologia reversa (3).

Como vemos, desde los descubrimientos de Pasteur en cuanto a la atenua-
cién de microorganismos para generar protecciéon inmunoldgica frente a enfer-
medades infecciosas, el desarrollo de vacunas hasta nuestros dias se ha basado en
mejorar su perfil de seguridad mediante (a) la purificacion exhaustiva de vacunas
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atenuadas o desactivadas para minimizar reacciones adversas asociadas, (b) me-
jorando las técnicas de atenuacién mediante mutaciones racionales para evitar re-
activacion de los microorganismos atenuados administrados y mediante (c) la bus-
queda y expresion de nuevos antigenos subunidad, asi como el disefio de plasmidos
mediante las técnicas mds avanzadas de ingenieria genética. Siempre se ha trata-
do de mejorar el perfil de seguridad de las vacunas para evitar los riesgos aso-
ciados a la inmunizacidn, pero al mismo tiempo se trata también de conseguir que
la inmunogenicidad de estas nuevas vacunas sea la adecuada para dar lugar a va-
cunas eficaces que protejan a la mayoria de la poblacién. Asimismo, se estan ha-
ciendo grandes avances para lograr que la respuesta inmune generada sea la ade-
cuada en funcidn del patégeno contra el que se estd protegiendo y de las nuevas
aplicaciones de las vacunas para el tratamiento de enfermedades infecciosas cro-
nicas y del cancer, denominadas vacunas terapéuticas (4). Existe cada vez mas la
necesidad de modular la respuesta inmune en funcién de este objetivo final, de
forma que se estdn investigando nuevos adyuvantes y sistemas de liberacion de
vacunas para intentar polarizar, en este caso, la respuesta inmune hacia la gene-
racion de respuestas celulares especificas frente a patogenos intracelulares o mar-
cadores antigénicos especificos de células tumorales.

Por ello seria importante durante el disefio de una nueva vacuna, tener en
mente una serie de aspectos bdsicos, de forma que aplicando dichos conoci-
mientos se llegue a una vacuna final que cumpla los requisitos de seguridad y
eficacia asi como para enfocarla a su aplicacion final. Segtin describe Bramwell
y col. (5) el disefio de una vacuna se basaria fundamentalmente en tres puntos:

* Identificacién y produccién de antigenos recombinantes o material gené-
tico que presenten buenas caracteristicas para generar respuestas inmunes
especificas frente a la infeccién en cuestion.

» Conocer el comportamiento del agente patégeno cuando entra en contac-
to con el organismo y los consecuentes procesos que dardn lugar a la ge-
neracion de la respuesta inmune, de forma que se pudiese imitar dicho
comportamiento para conseguir una respuesta inmunoldgica mas adecua-
da a cada patdgeno.

 Utilizacién de diferentes estrategias para aumentar y modular la respues-
ta inmunolégica de forma que se debe tener un amplio conocimiento de
los mecanismos de accién de los adyuvantes o sistemas de liberacion.

Actualmente el enfoque en el desarrollo de nuevas vacunas se centra en in-
crementar su seguridad y aumentar la confianza de la poblaciéon mediante la apli-
cacién nuevas tecnologias que mejoren la administracién de antigenos y la bus-
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queda de nuevos marcadores antigénicos y adyuvantes adecuados para evitar las
reacciones adversas derivadas de la inmunizacion, pero al mismo tiempo man-
teniendo la eficacia de proteccién conseguida con las vacunas clasicas. De este
modo se pretende facilitar la administracién de las vacunas con el fin de mejo-
rar el cumplimiento en las pautas de inmunizacién y para que los calendarios y
campafias de vacunacion sean mads sencillos. De modo que la mayor parte de la
poblacién se encuentre protegida y se llegue a controlar y minimizar la propa-
gacion de enfermedades infecciosas con el consecuente beneficio en la salud pu-
blica mundial (6).

NECESIDAD DE NUEVAS VACUNAS

En general, las vacunas disponibles en el mercado y que se estan utilizan-
do actualmente, presentan un perfil de seguridad envidiable, sobre todo tenien-
do en cuenta que cualquier intervencion médica lleva siempre asociado un cier-
to riesgo. Sin embargo, las vacunas se administran normalmente a poblacién
sana, y en especial a nifios, con lo cual cualquier posible reaccion adversa que
pueda asociarse a la inmunizacién va a tener un gran impacto (7). Actualmen-
te, en términos globales, la poblacién que se estd protegiendo supera con cre-
ces a los casos esporadicos identificados de reacciones adversas. Es por ello que
las vacunas contindan contribuyendo de forma crucial a la reduccién de la mor-
bilidad y la mortalidad debidas a enfermedades infecciosas.

La preocupacién de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) por la se-
guridad tanto en los calendarios de vacunacidn ya establecidos como en las cam-
pafias de vacunacion ocasionales, ha derivado a que se lleven a cabo nuevas es-
trategias de control que aseguren la calidad del producto durante su fabricacién
y mejoren la vigilancia tras su comercializacién para poder detectar posibles
efectos adversos y asi, poder actuar de forma rdpida y eficaz frente a la posible
aparicién de reacciones adversas esporddicas. Del mismo modo, grandes es-
fuerzos se centran en promover y apoyar la investigacion y el desarrollo de mé-
todos de liberacion y administracién més eficientes mediante el uso de nuevas
tecnologias (8). Existe por tanto, una gran necesidad de desarrollar nuevas va-
cunas que se acerquen cada vez al tépico de «vacuna ideal» (Tabla 9.1) con la
finalidad tultima de aumentar la cobertura inmunolégica de la poblacion.

Se estan invirtiendo grandes esfuerzos para conseguir este objetivo si-
guiendo diferentes vias. Por un lado, mediante la busqueda e identificacion
de nuevos antigenos (3) o mediante el disefio de vacunas basadas en plasmi-
dos ADN (9) capaces de generar respuestas inmunes especificas sin la nece-
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TaBLA 9.1. Resumen de las caracteristicas que reuniria una «vacuna ideal» y las
consecuencias que supondria cada una de ellas para conseguir el objetivo final.

Caracteristicas de la vacuna

Implicaciones

Objetivo final

Segura

Evitar riesgos de contagio de patdgenos
transmitidos a través de fluidos
bioldgicos. Disminucién de la carga

de deshechos derivados de la
inmunizacion.

Efectiva

Minimizar la variabilidad paciente-
paciente. Conseguir nivel méximo
de proteccion.

Tecnologia sencilla

Mis barata y mds rdpida de producir.

Facil administracion

Evitar la presencia de personal sanitario
especializado para la administracién.
Posibilidad de vacunaciones masivas

en casos de epidemia/pandemia.

Barata Fécilmente adquirible cualquier pais
del mundo.
Termoestable Evita la pérdida de efectividad por

variaciones de temperatura.

De facil aceptacion por el paciente,
cémoda y bien tolerada

Mejora en el cumplimiento de las
pautas de inmunizacion. Vacunacién
mds efectiva.

Disminucion del nimero de dosis
administradas: vacunas de dosis
tinica o vacunas multiples.

Mejora en el cumplimiento de las
pautas de inmunizacion. Vacunacion
mds efectiva.

Evitar la necesidad de personal
cualificado para la administracion.

Economiza las campafias de vacunacién.
Posibilidad de vacunas auto-administradas
por el paciente.

Ampliar la cobertura
inmunoldgica en la
poblacién

sidad de administrar el microorganismo atenuado. Y por otro lado, para me-
jorar la cobertura inmunoldgica, también se pueden realizar importantes me-
joras en la propia formulacién de las vacunas ya existentes pero que todavia
resultan poco eficaces frente a la enfermedad que se quiere proteger. Por tan-
to, se trata de encontrar el modo de optimizar y modular la respuesta inmu-
ne alcanzada en funcién del patégeno diana y su aplicacién final, de modo
que la formulacién sea la mas adecuada en caso de tratarse de una vacuna

preventiva o terapéutica.
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MEJORAR EL ACCESO A VACUNAS EN LA POBLACION

Es igualmente de enorme importancia, mejorar el acceso a las vacunas en
la poblacién global con el fin de aumentar la cobertura inmunolégica frente a
enfermedades infecciosas. En general, el acceso a vacunas en paises industria-
lizados no es un problema, sin embargo, en el caso de paises en vias de des-
arrollo existe una gran problematica relacionada con la baja accesibilidad de la
poblacién general a las campafas de vacunacion debido a la falta de financia-
cion, deficiencias en las infraestructuras de inmunizacién y barreras logisticas
en la distribucién a dreas remotas, principalmente (10). Los pilares basicos para
comenzar a solventar la problemética relacionada con el acceso a la vacunacion
en paises pobres y también para poder aumentar la confianza en la vacunacién
de la poblacién de los paises industrializados se resumen en: (a) conseguir una
liberacion del antigeno mads facil y segura mediante su administracioén a través
de vias no invasivas que no requieran inyeccion, (b) disminucién de la depen-
dencia de la cadena de frio con vacunas termoestables, (¢) minimizar el nime-
ro de intervenciones con vacunas de dosificaciéon tnica o vacunas multiples.

Utilizacion no segura de agujas necesarias para la administracion
parenteral de vacunas

El simple hecho de inmunizar estd generando al mismo tiempo un aumento del
riesgo en la transmision de patégenos como el VIH o el VHB, los cuales se trans-
miten a través de fluidos biolégicos (11). Es especialmente significativo en paises en
vias de desarrollo, el uso no seguro del material de inmunizacién (agujas y jeringas)
debido principalmente a su reutilizacién y al manejo en condiciones no estériles de
los viales multidosis conteniendo la vacuna. Este es un importante foco de contagio
de enfermedades transmitidas a través de fluidos biolégicos, dando lugar a un au-
mento del riesgo de transmisién tanto del paciente como del personal sanitario, al
mismo tiempo que se favorece la propagacion de este tipo de enfermedades infec-
ciosas durante el proceso de inmunizacién (12). Por otro lado, se generan residuos
peligrosos derivados del uso de agujas y jeringas para la administracion que no siem-
pre son adecuadamente tratados y eliminados (13). Seria por tanto muy interesante
el desarrollo de nuevas tecnologias mediante el disefio de sistemas de liberacion de
vacunas sin agujas para mejorar la seguridad durante la inmunizacién, disminuir la
problematica derivada de los deshechos asociados, al mismo tiempo que se mejora-
ria la aceptacion por parte del paciente y se reducirian los costes ligados a la vacu-
nacién al utilizar tecnologias y modos de administraciéon mas sencillos (14).
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Termoestabilidad

A pesar de la concienciacién de la necesidad de mantener la cadena de
frio es muy frecuente que se produzcan deficiencias relacionadas principal-
mente con la exposicion temporal a altas temperaturas durante el transporte o
almacenamiento, o por congelacion, debido a un exceso de refrigeracién (15).
Son especialmente sensibles aquellas vacunas cuyo adyuvante es el dlum (16),
ya que su estructura particulada se destruye tras la congelacion. La pérdida de
potencia de las vacunas es la consecuencia fundamental de una deficiencia en
la cadena de frio que frecuentemente puede pasar inadvertida. De esta forma,
los pacientes que reciban estas vacunas, probablemente no se estardn prote-
giendo adecuadamente. Por lo tanto, mejorando la estabilidad de las vacunas
a diferentes temperaturas para evitar la cadena de frio, se garantizara el acce-
so a vacunas en estado 6ptimo especialmente en dreas remotas en paises del
tercer mundo donde es habitual la falta de electricidad y por tanto, dificil man-
tener la refrigeracion (17).

Dosificacion miltiple

La mayoria de las vacunas, y especialmente los nuevos antigenos recombi-
nantes, necesitan de varias dosis de recuerdo para poder alcanzar un nivel de
proteccién adecuado. Junto con esto, la necesidad de administrar un alto niime-
ro de vacunas para proteger frente a una gran variedad de patégenos, son las
principales razones por las que solo mediante la vacunacién se administren un
altisimo nimero de dosis mediante inyeccién (14). En general, debido a esto,
las pautas de inmunizacién no siempre se cumplen, de forma que pacientes que
no reciben la dosificacién correcta no llegan a generar una proteccién adecua-
da, y estarian igualmente expuestos a infecciones. Alternativas para solventar
esta limitacion se relacionan principalmente con la posibilidad de administrar
vacunas que requieran de una unica dosis, capaz de alcanzar los niveles de pro-
teccidn sin recurrir a las dosis de recuerdo, o mediante la vacunacién multiple,
es decir, administrar varios tipos de antigenos para proteger frente a varias en-
fermedades en una sola vacuna (18).

Por tanto, para evitar la problemdtica relacionada con la vacunacién actual
y aumentar la cobertura inmunolégica de la poblacién, se debe tratar de inves-
tigar nuevas alternativas mediante la introduccién de nuevas tecnologias que
permitan realizar campafias de inmunizacién mds seguras y al mismo tiempo
aumenten la confianza de la poblacién en la vacunacién, fundamentalmente (12).
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Nuevas formulaciones de vacunas basadas en el uso de
inmunomoduladores y potenciadores de la respuesta inmune

Las vacunas cldsicas basadas en microorganismos atenuados o muertos han
sido utilizadas desde los tiempos de Jenner hasta nuestros dias. Sin embargo, ya
se ha visto que éstas pueden ir acompafiadas de cierta problemdtica relaciona-
da con la posible reactivacion del agente infeccioso como consecuencia de mu-
taciones en el genoma, asi como la presencia de agentes toxicos que pueden
acompaiar al patégeno, como son los lipopolisacaridos (LPS) o por la pérdida
de potencia debido a deficiencias en el transporte y almacenamiento en las con-
diciones refrigeracion requeridas. Sin embargo, la mayor purificacion de las va-
cunas que se ha conseguido en los tltimos afios gracias a los importantes avan-
ces en el campo de la biotecnologia que permite la obtencién de antigenos
recombinantes, o plasmidos ADN codificadores de antigenos, aumentan de for-
ma importante la seguridad de las vacunas, pero a cambio, la mejora en la se-
guridad también suele conllevar una disminucién en la inmunogenicidad de la
vacuna.

La menor potencia de la respuesta inmune lograda tanto con los antigenos
recombinantes como con las vacunas ADN hace que sea necesario, en general,
el apoyo con algin tipo de adyuvante, de forma que ayude a incrementar la res-
puesta inmunitaria sobre el antigeno/material genético administrado, especial-
mente si se pretende desarrollar un sistema de vacunacion a través de una via
mucosa.

Actualmente existen una amplia variedad de adyuvantes en estudio como
son los toxoides bacterianos, las emulsiones, sustancias inmunoestimulantes, y
cada vez mds, los sistemas de liberacién de antigenos se consideran sistemas
adyuvantes (19, 20). Sin embargo el mas ampliamente utilizado y todavia el tini-
co aprobado para su uso en la elaboraciéon de vacunas en Estados Unidos, son
las sales insolubles de aluminio, mds conocidas como 4lum (21). Hasta el mo-
mento, el 4lum ha demostrado que puede ayudar a generar respuestas inmuno-
l6gicas importantes al administrarse con el antigeno por via parenteral, y al mis-
mo tiempo es considerado un adyuvante aceptablemente seguro desde el
momento de su descubrimiento, en los afios 20. A pesar de ello, el dlum pre-
senta ciertos inconvenientes relacionados principalmente con la aparicién de sin-
tomas locales tras la inyeccién, como hinchazén, eritemas o nédulos cutdneos,
que pueden durar incluso varias semanas. Basicamente se manejan dos hipéte-
sis a la hora de explicar la sintomatologia producida por el 4lum, y es que pue-
de actuar como reservorio del antigeno o formar un foco inflamatorio de atrac-
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cion de células inmunocompetentes como consecuencia del efecto depot o como
caracteristica propia del compuesto (22). Por otro lado, otra importante desven-
taja de este adyuvante se relaciona con su inestabilidad tras la congelacién de-
bido a la destruccion del gel a 0 °C provocando una disminucion en la potencia
de la vacuna (16). La respuesta inmunoldgica alcanzada con este adyuvante pre-
senta un perfil bastante limitado al estimular la produccién de citoquinas que
favorecen principalmente la proliferacion de linfocitos Th2 y la induccién de
una respuesta humoral. Otra limitacién de este adyuvante tiene que ver con la
generacion de IgE, inmunoglobulina que media en las respuestas alérgicas (22).

Sin embargo, a pesar de que el dlum es el inico adyuvante aprobado para
su en humanos, actualmente se estdn invirtiendo grandes esfuerzos en la bus-
queda de nuevos adyuvantes mas eficaces y seguros, es decir, adyuvantes que
permitan modular la respuesta inmune en funcién de las caracteristicas del pa-
tégeno y que al mismo tiempo presente un perfil de seguridad mejor que el dlum.
Por ejemplo, recientemente ha sido introducido en el mercado europeo un nue-
vo adyuvante, consistente en un sistema de liberacién particulado, la microe-
mulsién MF59™. En 1997 se aprob6 en Italia para ser utilizado conjuntamente
con la vacuna de la gripe (Fluad™), y posteriormente se ha ido introduciendo
en el resto de paises de la Unién Europea por reconocimiento mutuo, debido a
sus buenas caracteristicas de seguridad y eficacia demostradas a lo largo de es-
tos aflos en distintos estudios clinicos (23).

INTRODUCCION DE LAS NANOTECNOLOGIAS
EN EL DESARROLLO DE VACUNAS

En los ultimos afios, el desarrollo de sistemas de liberaciéon de vacunas ha
sido ampliamente investigado. Liposomas, microparticulas, emulsiones y mads
recientemente nanoparticulas, han sido objeto de investigacién como sistemas
de liberacién de vacunas que podrian mejorar la inmunogenicidad de los nue-
vos antigenos recombinantes y ademds permitirian la administracion a través de
vias no invasivas, como la via mucosa o la liberacién transdérmica, ayudando
a mejorar la cobertura inmunolégica (24, 25).

En general, los sistemas de liberacién consisten en sistemas particulados
que promueven la captacion del antigeno por las células presentadoras de anti-
geno (CPA) favoreciendo su reconocimiento para que de este modo, el antige-
no sea liberado al sistema inmune de una forma mas eficiente (20). Al mismo
tiempo se puede aumentar la inmunogenicidad del antigeno asociado mediante
la incorporacidon de algin tipo de adyuvante para ser liberado simultaneamente,
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bien para aumentar su potencia, o bien para modular la respuesta inmune y dar
lugar a respuestas celulares si se trata de una vacuna frente a patégenos viricos
intracelulares o vacunas terapéuticas (26).

Ya a finales de los afios 70, los sistemas poliméricos basados en microsfe-
ras comienzan a utilizarse como potenciales sistemas de liberacion y transpor-
tadores de antigenos, con la finalidad de obtener un sistema de vacunacién ade-
cuado para la inmunizacién en dosis dnica (27). El importante desarrollo en la
utilizaciéon de microsferas poliméricas biodegradables a partir de ese momento
se debid en gran medida al interés mostrado por la industria quimica y farma-
céutica en estos sistemas. De hecho, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
proponia las microsferas de PLGA como una forma para mejorar la cobertura
inmunoldgica, asi como para reducir los costes asociados a la vacunacion (28).
A partir de ese momento, la utilizaciéon de microsferas elaboradas a partir de
este biomaterial ha sido ampliamente estudiado para la liberacién de vacunas y
contribuir a la induccién de la respuesta inmune especifica frente al antigeno
asociado a través de diferentes vias de administracion (29-34).

Ya mads recientemente, el uso de las nanoparticulas poliméricas para la li-
beracién de vacunas ha comenzado a destacar como una posible estrategia para
desarrollar nuevas vacunas (35). Las buenas caracteristicas de estos nuevos sis-
temas de liberacion poliméricos serdn descritos en los siguientes apartados.

Nanoparticulas poliméricas para la liberacion de vacunas

Las nanoparticulas son estructuras de tamafio nanométrico formadas a par-
tir de diversos materiales capaces de asociar una molécula bioactiva. Una im-
portante caracteristica de estos sistemas es su mayor capacidad de captacién por
las células comparado con estructuras de mayor tamafo.

Existen una amplia variedad de nanosistemas diferenciados por los mate-
riales utilizados para su elaboracién y/o método de preparacion, de forma que,
de forma resumida, pueden distinguirse en nanosferas, nanocapsulas, liposomas,
micelas poliméricas y dendrimeros (41). Dichos sistemas presentan propiedades
que pueden ser empleadas para mejorar la liberacién de farmacos, proteinas, ge-
nes y vacunas (Tabla 9.2).

Son especialmente interesantes aquellos nanosistemas cuya composicion se
basa en biomateriales o biopolimeros. La elaboracién de nanoparticulas a partir
de este tipo de materiales garantiza el que se pueda llegar a desarrollar un vehi-
culo biodegradable, biocompatible y potencialmente seguro para su administra-
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TaBLA 9.2, Resumen de las diversas aplicaciones de los distintos tipos de sistemas
coloidales para la liberacién de vacunas.

Nanosistema Descripcion Aplicaciones recientes/Referencia

Dendrimeros Compuesto macromolecular Dirigidos a los receptores de manosa
ramificado creado a partir de un de las células M al unir un ligando
nicleo interno. especifico (36).

Liposomas Vesiculas artificiales formadas a Liposomas catiénicos como sistema adyuvante
partir de fosfolipidos y colesterol. | de vacunas para la malaria (37).

Nanocapsulas Sistemas vesiculares rodeados por | Nanoemulsién recubierta de quitosano para
una cubierta polimérica. inmunizacién nasal (38).

Micelas Compuestas por polimeros Micelas capaces de liberar firmacos de forma

poliméricas anfifilicos que se asocian en selectiva en compartimentos
solucion acuosa. intracelulares (39).

Nanosferas Sistemas matriciales en los Liberacion de pldsmidos DNA codificadores
que el farmaco se encuentra de antigeno por via nasal con NP de
uniformemente disperso. PLGA-Poloxamer (40).

cién en humanos. Las nanoparticulas poliméricas disefiadas para la liberacién de
vacunas pueden actuar mediante un mecanismo depot, segun el cual el antigeno
asociado se va liberando gradualmente de manera sostenida. Ademads, este tipo de
sistemas coloidales ofrecen grandes ventajas para la liberacién de vacunas a tra-
vés de las barreras mucosas, especialmente por la via oral y nasal, siendo capa-
ces de dar lugar a una respuesta inmunoldgica sistémica, pero al mismo tiempo a
nivel de la mucosa, debido a la importante presencia del sistema inmune en los
tejidos asociados a las mucosas (MALT) (42), como por ejemplo, las placas de
Peyer a nivel intestinal y el NALT a nivel de las vias respiratorias. Por un lado,
las nanoparticulas protegen al antigeno encapsulado frente a la degradacion enzi-
matica, especialmente tras su administracion oral, y por otro lado, pueden pro-
mover la captacion por la células M del NALT y de las placas de Peyer (43).

El disefio de vehiculos nanométricos basados en biomateriales puede ser
una solucién muy adecuada para superar las barreras bioldgicas y la baja in-
munogenicidad de muchos antigenos, de forma que puedan contribuir en la in-
duccién de la respuesta inmune especifica deseada, ofreciendo al mismo tiem-
po importantes ventajas para aumentar la cobertura inmunoldgica. Por un lado,
debido a sus propiedades para superar barreras bioldgicas, las nanoparticulas po-
liméricas podrian contribuir enormemente en el disefio de un sistema de vacu-
nacion que evite las rutas de administracién invasivas (35, 44, 45). Por otro lado,
se podria mejorar de forma mds efectiva la respuesta inmune en funcién de la
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Ficura 9.2. Mecanismos de captacion de nanoparticulas por las células presentadoras
de antigenos.

aplicacion final de la vacuna, mediante la modificacién de los distintos meca-
nismos de activacion del sistema inmune innato, como el aumento en la capta-
cion o la activacion directa de las CPA.

Para ello, diversos mecanismos de activacion del sistema inmune innato a tra-
vés de las CPA (p. ej. las células dendriticas), juegan un papel relevante a la hora
de generar una respuesta inmune especifica (46). Por tanto, mediante el disefio de
un sistema coloidal polimérico se podrian intentar modular dichos mecanismos
para conseguir una respuesta adecuada, como se resume a continuacion:

La forma en que el antigeno es internalizado y luego liberado intracelular-
mente es un factor clave para que se llegue a generar una respuesta inmunita-
ria de células T, como se puede apreciar en la Figura 9.2. Por tanto, al aumen-
tar la internalizacién y posterior liberacidn intracelular del antigeno con un
sistema nanoparticulado, cabria esperar una mejora en el tipo de respuesta in-
mune generada.

Algunos biomateriales pueden incluso tener actividad adyuvante por si mis-
mos y actuar como «sefiales de peligro» para activar los receptores TLR («Toll-
like receptors») de las CPA, como por ejemplo los polifosfacenos (47) con lo cual
un sistema de liberacién de vacunas compuesto por este tipo de biomateriales, po-
dria activar directamente estas células e inducir inmunidad de células T.
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Finalmente, mediante la modulacion del tamaiio de particula, se puede acceder
directamente a las células dendriticas de los ganglios linfaticos en lugar de ser pre-
viamente captadas y procesadas por las células dendriticas periféricas. De este modo,
la respuesta inmune se generaria directamente en los 6rganos inductores (48).

El uso de nanoparticulas poliméricas para la liberacion de vacunas ha sido
cada vez mayor en los ultimos afios. La importancia de estos nuevos vehiculos
para mejorar la inmunizacién se ve reflejada en el gran nimero de sistemas con
diversas propiedades que han ido surgiendo, elaborados utilizando una amplia
gama de biomateriales y técnicas de preparacién, e ideados con la finalidad de
generar un vehiculo de tamafio nanométrico capaz de acercar mas facil y efi-
cazmente el antigeno al sistema inmune, al mismo tiempo que pudiese llegar a
regular la respuesta inmunoldgica inducida (19, 25, 35, 43, 44).

Interaccion de las nanoparticulas poliméricas con el sistema inmune -
captacion por las células presentadoras de antigeno

Las células dendriticas son unas potentes células presentadoras de antigeno
que se encuentran en tejidos periféricos y érganos linfoides. Son capaces de ac-
tivar a las c€lulas B y T e iniciar una respuesta inmune especifica. El papel de
las células dendriticas inmaduras que se encuentran en los tejidos periféricos es
la de reconocer sustancias extrafias y patégenos. Presentan una alta capacidad
para captar antigenos y procesarlos mediante la expresion abundante de los com-
plejos mayores de histocompatibilidad tipo [ y II (MHC I y II), moléculas co-
estimuladoras (p. ej. CD80, CD86, CD40) y la secrecioén de otras moléculas ac-
cesorias necesarias, como citoquinas (p. ej. IL-12), quemoquinas (p. ej. CCL19
y CCL22) y la expresion de receptores de citoquinas (p. ej. CCR7), para una
eficaz presentacion del antigeno (49).

En el caso de los sistemas de liberacién de vacunas, es especialmente inte-
resante la capacidad de las nanoparticulas poliméricas para ser mas eficazmen-
te captadas e internalizadas por las CPA células dendriticas debido a su tamafio
nanométrico (50).

Los antigenos particulados, y en concreto los sistemas coloidales poliméricos
transportadores de antigeno, pueden ser captados por las células dendriticas a tra-
vés de diversos mecanismos de endocitosis (51): mediada por receptores (libera-
cién selectiva), macropinocitosis (antigenos solubles), mediada por clatrina o ca-
veolina, y fagocitosis. El que una nanoparticula polimérica se internalice de una u
otra manera depende de forma importante de su tamafio, forma, carga y composi-
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Ficura 9.3. Captacion y procesamiento por la CPA del antigeno transportado por nanoparticulas
para generar una respuesta inmunoldgica especifica en los ganglios linfaticos.

cion superficial. Una vez internalizada, se incluye en el compartimento endocitico
para que el antigeno sea procesado en unidades peptidicas y posteriormente pre-
sentado en los MHC clase II a las células T CD4" en los 6rganos linfoides secun-
darios (Figura 9.3). De esta forma se inicia la induccién de una respuesta inmune
especifica frente al antigeno presentado. Alternativamente, puede producirse una
presentacion cruzada del antigeno exdgeno mediante el uso de sistemas de libera-
cion particulados a través de MHC clase 1. Siguiendo esta ruta de procesamiento
el antigeno es presentado a células T CD8" para finalmente conseguir una respuesta
de linfocitos T citotéxicos (CTL) (52). Para el desarrollo de vacunas frente a pa-
togenos intracelulares y vacunas terapéuticas este tipo de respuesta celular es es-
pecialmente interesante, ya que las CTL son capaces de eliminar patégenos intra-
celulares y células malignas o apoptéticas.

Aunque una amplia variedad de biomateriales han sido utilizados para el
desarrollo de nanoparticulas para liberacion de vacunas, mds recientemente han
sido estudiados los sistemas de nanoparticulas elaboradas a partir de 4cido po-
lildctico-co-glicdlico (PLGA) (53), gelatina (54), dcido poli—A—glutémico (55),
dendrimeros (36) o protamina (56) para aumentar la captacién de antigenos y
sustancias inmunoestimulantes por las células dendriticas.

Las nanoparticulas de PLGA han sido estudiadas ampliamente como sistemas
de liberacién de farmacos, proteinas y material genético (50). Sin embargo re-
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cientes estudios han demostrado que las nanoparticulas de PLGA pueden ser un
excelente vehiculo para ser captado eficazmente por las células dendriticas. Na-
noparticulas de PLGA con un tamafio medio de 300 nm (57) son captadas por es-
tas células de forma importante mediante fagocitosis. Al igual que otros sistemas
basados en gelatina (58) o poli—A—glutémico modificado (59) de similar tamafo
de particula (300 nm y 250 nm respectivamente), la mayor captacioén de los sis-
temas coloidales por parte de las cé€lulas dendriticas se manifiesta en su posterior
activacion y maduracion mediante el aumento en la expresion de moléculas co-
estimuladoras y MHC clase II en la superficie celular (51).

La incorporacién de una sustancia inmunoestimulante en un sistema coloi-
dal puede ver incrementada su propia capacidad estimuladora al ser reconocida
y captada por las células dendriticas en un sistema particulado. Por ejemplo, la
encapsulacion de MPLA (derivado no téxico del LPS) en nanoparticulas de
PLGA provocan una maduracién de las células dendriticas mayor que el inmu-
noestimulante en solucién. Por otro lado, estudios similares llevados a cabo con
nanoparticulas de gelatina y gelatina cationizada elaboradas mediante desolva-
tacion (54), han demostrado incrementar la capacidad inmunoestimuladora del
CpG ODN, un oligonucléotido capaz de estimular a las células dendriticas de-
bido a su interaccién con el receptor TLR4. De este modo se corrobora la efi-
cacia de estos nanosistemas para ser internalizados por las células dendriticas
mejorando el efecto estimulante del CpG ODN. Se aprecia ademds, como dife-
rencias en las propiedades superficiales del sistema afectan a la internalizacién
y maduracién de las células dendriticas tanto in vivo como in vitro, ya que las
nanoparticulas elaboradas a partir de gelatina cationizada, y por tanto con un
potencial * positivo, han resultado ser mds eficazmente captadas que las nano-
particulas neutras.

Estudios realizados con nanoparticulas de poli-A-glutimico modificado con
aminodacidos hidrofébicos que dan un caricter anfifilico al polimero, han de-
mostrado que la sola presencia del sistema en el medio contribuye enormemente
a la activacién de las células dendriticas (55), es decir, la mayor captacion del
antigeno, en este caso ovalbimina, y posterior maduracién de las células tiene
lugar independientemente de que éste se encuentre encapsulado en las nano-
particulas o como una mezcla fisica. Sin embargo, solamente las células den-
driticas activadas con las nanoparticulas cargadas con el antigeno han sido ca-
paces de estimular una respuesta de células T especifica, lo cual se ha atribuido
a que la prolongacién de la vida media del antigeno encapsulado en el interior
celular podria ser un factor determinante en la generacion de una respuesta in-
mune celular.
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Asi mismo, se ha determinado que las células dendriticas activadas por na-
noparticulas de PLGA presentan un importante potencial para activar a las cé-
lulas T (53), y por tanto, para inducir una respuesta inmune celular CTL debi-
do a una mayor secrecion de citoquinas tipo Thl. Esta caracteristica puede ser
especialmente beneficiosa para el desarrollo de una vacuna terapéutica dirigida
a la inmunoterapia del cancer o de enfermedades infecciosas crénicas.

En general, independientemente de los diferentes tipos de biomateriales utili-
zados, estos vehiculos de tamafio nanométrico han sido capaces de interaccionar
de forma importante con las células dendriticas, de forma que son eficazmente in-
ternalizadas dando lugar a su activacion, pudiendo incluso incrementar la activi-
dad adyuvante de la sustancia inmunoestimulante asociada. Ello indica que la pre-
sentacion del antigeno a las células dendriticas en forma particulada con sistemas
coloidales mejora notablemente su captacion, provocando consecuentemente la ma-
duracion de la célula dendritica y la migracién a los 6rganos linfoides secundarios
para poder iniciar una respuesta inmunoldgica especifica. Por tanto, la liberacion
intracelular del antigeno a las células dendriticas es un factor especialmente im-
portante a la hora de optimizar la respuesta inmune, siendo los sistemas de nano-
particulas poliméricas una estrategia muy adecuada para conseguir este objetivo,
que por otro lado, permitiria dirigir el antigeno hacia determinadas rutas de proce-
samiento intracelular llegando incluso a modular la respuesta inmune (60).

APLICACION DE LAS NANOVACUNAS A LA INMUNIZACION
POR VIAS MUCOSAS

El gran éxito alcanzado con la vacunacion oral frente a la poliomielitis, uti-
lizando una vacuna basada en el microorganismo atenuado, ha llevado a consi-
derar la vacunacion a través de las vias mucosas una posible alternativa para
desarrollar sistemas de liberacion sin agujas. Las posibles consecuencias de im-
plementar un sistema de este tipo serian, entre otras, la posibilidad de mejorar
la cobertura inmunolégica global e incrementar el perfil de seguridad de las va-
cunas al evitar el uso de agujas y jeringas. Igualmente importante, al introducir
una forma de vacunacién que no requiere inyeccién, se mejora la aceptacioén por
parte del paciente, incrementado su confianza en las campafias y calendarios de
vacunacién de forma que se podria mejorar el cumplimiento en las pautas de
inmunizacion (61).

Los antigenos administrados en las vacunas para inmunizacién estan com-
puestos principalmente por proteinas propias del patégeno, o por plasmidos ADN
codificadores de proteinas antigénicas, como se ha descrito previamente. Sin em-
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bargo, debido a la baja estabilidad de estas biomoléculas, especialmente en zonas
de alto contenido enzimatico como el sistema digestivo, su administracion se ve
restringida a las vias parenterales (subcutdnea e intramuscular), para evitar su po-
sible degradacion previa al efecto terapéutico. Ademas, al tratarse principalmente
de moléculas de elevado peso molecular y caracter hidrofilico, presentan una li-
mitada capacidad para ser transportadas a través de las barreras biologicas.

Uno de los principales objetivos en el desarrollo de nuevas tecnologias ba-
sadas en sistemas coloidales a base de biomateriales, ha sido el de mejorar la
estabilidad de macromoléculas terapéuticas (péptidos, proteinas o material ge-
nético) en los medios biolégicos, asi como para mejorar su transporte a través
de las barreras biol6gicas que imponen las diferentes vias de administracién no
parenterales.

Principalmente, el tamafio nanométrico de estos sistemas favorece enorme-
mente su capacidad para superar las barreras bioldgicas y transportar la molé-
cula bioactiva hacia el tejido diana donde llevard a cabo su accién farmacolo-
gica. Sin embargo, no solo el tamafio de particula es un factor relevante a la
hora de disenar un nanovehiculo para el transporte de macromoléculas a través
de vias no invasivas, sino que otras propiedades como la bioadhesividad, la es-
tabilidad en medios bioldgicos, su composicién y propiedades superficiales, in-
fluyen de forma crucial en el éxito del nanosistema para superar las barreras
biolégicas de las superficies mucosas y hacer llegar la molécula terapéutica a
su diana (62).

Una amplia variedad de nanosistemas elaborados a partir de diversos bio-
materiales, tanto de caracter hidrofébico (PLGA, PLA, PECL) como hidréfilo
(quitosano, 4cido hialurénico, alginato, glucomanano) han sido utilizados como
vehiculos de macromoléculas terapéuticas a través de diferentes vias mucosas
(63). Sin embargo, aquellos sistemas basados en polimeros hidrofilicos de ori-
gen natural, como por ejemplo el quitosano (64, 65), han sido ampliamente es-
tudiados como sistemas de liberacién a través de las vias mucosas, debido a que
permiten la encapsulaciéon de macromoléculas terapéuticas mediante técnicas
mds sencillas y en condiciones no agresivas que no requieren del uso de sol-
ventes orgdnicos ni de la aplicacién de elevada energia (p. ej. sonicacidn, ultra-
sonidos, etc.), y debido a su aceptable estabilidad en fluidos biol6gicos y ma-
yor afinidad por las superficies mucosas (62).

La vacunacion a través de las vias mucosas ha atraido gran interés en los ul-
timos afos debido ademads a la posibilidad generar una respuesta inmune especi-
fica a nivel de la superficie mucosa. Esta caracteristica es de especial interés de-
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FiGurA 9.4. Representacion esquemdtica de la presencia del sistema inmune en las diferentes
superficies mucosas.

bido fundamentalmente a la gran ventaja que ofrece frente a la inmunizacién pa-
renteral a la hora de generar proteccion frente a patégenos que accedan al orga-
nismo utilizando esta via de entrada, ya que con la administracién parenteral del
antigeno no se llega a conseguir este tipo de respuesta a nivel de las mucosas (66).

Las superficies mucosas son altamente ricas en tejidos linfoides asociados
a mucosa (MALT), ademds de contar con la importante presencia de CPA en la
zona submucosa como se puede apreciar en la Figura 9.4. De esta forma, cual-
quier antigeno liberado y captado por las CPA del MALT y la submucosa, se-
ria capaz de iniciar una respuesta inmune especifica tanto a nivel de la muco-
sa, mediante la secrecion de IgA, como a nivel sistémico, con la apariciéon de
IgG en sangre (42). Con lo cual, en primer lugar se crearia una barrera defen-
siva en dicha zona para minimizar la entrada de microorganismos, al tiempo que
se podria llegar inducir una respuesta inmune sistémica duradera.

Por tanto, la eleccién de un sistema coloidal para mejorar el transporte de
antigenos a través de las superficies mucosas para llegar a los tejidos donde se
encuentran las CPA puede ser una buena alternativa a la liberacién mediante in-
yeccién y para conseguir respuestas inmunitarias a nivel de la mucosa.

En general, la via oral y la via nasal son las mds cominmente aceptadas
para la liberacién de vacunas a través de mucosas debido a su buena aceptacion
por parte de los pacientes y a sus caracteristicas favorables para la liberacién de
antigenos.
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ADMINISTRACION DE NANOVACUNAS POR VIA ORAL

La captacién de farmacos y antigenos transportados en sistemas de libera-
cién particulados en el tracto gastrointestinal puede producirse por diversos me-
canismos: a través de las microvellosidades, los macréfagos intestinales, los pro-
pios enterocitos o el epitelio de las placas de Peyer, a través de las células M.
Sin embargo, la mayoria de las evidencias indican que la absorcién, tanto de
microparticulas como nanoparticulas, se produce principalmente a través de las
placas de Peyer. Los principales parametros que afectan a la captacion de siste-
mas particulados a través del epitelio de las placas de Peyer son el tamafio de
particula, la dosis de particulas administrada, y las caracteristicas superficiales
del sistema como la hidrofobicidad, la carga superficial, y la adicién de ligan-
dos dirigidos especificamente hacia las células M (67). De esta forma, la mo-
dulacién de estas caracteristicas puede favorecer la captacion de los sistemas
desarrollados por las placas de Peyer.

A dia de hoy, los sistemas mejor estudiados para la liberaciéon de vacunas
por via oral han sido las microparticulas poliméricas, en concreto, las com-
puestas por PLA o PLGA. Es mucho menor la informacidon que se maneja en
cuanto al uso de nanoparticulas poliméricas para inducir respuestas inmunold-
gicas tras la administracién oral (45). Sin embargo, trataremos de resumir las
caracteristicas de los sistemas nanoparticulados estudiados a dia de hoy para la
inmunizacién oral.

El hecho de que este tipo de sistemas interaccionen principalmente con los
organos linfoides asociados a la mucosa intestinal es una de las principales ven-
tajas de la administracion de vacunas a través de la via oral, ya que el antige-
no podra ser liberado directamente al sistema inmune presente en la mucosa in-
testinal al mismo tiempo que se protege al antigeno frente a la degradacion
enzimadtica. Aparte, existen otras posibilidades como la liberacion selectiva con
ligandos dirigidos a las células M y la incorporacién de sustancias adyuvantes
para mejorar la respuesta inmune a través de esta via. Sin embargo, en general,
se necesita de una mayor dosis de antigeno para generar una respuesta humoral
similar a la conseguida con dosis mds bajas a través de otras vias como la na-
sal, utilizando el mismo vehiculo, como se observa en el estudio realizado por
Jung y col. (68) con nanoparticulas de PLGA modificado con PVA (polivinilal-
cohol). En este mismo estudio se comprueba ademas, el efecto del tamafio de
particula tras la administracién oral. Coincidiendo con las hipétesis de que el
tamafio de particula llevado al rango nanométrico mejora el paso a través de las
barreras mucosas, las nanoparticulas de menor tamafo, en este caso de 100 nm,
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han sido mejor captadas en el tracto gastrointestinal que los prototipos de ma-
yor tamafio (500 nm y > 1 wm) y consecuentemente, la respuesta inmune al-
canzada ha sido superior en el caso de las particulas de menor tamaiio.

Una posible estrategia para optimizar la interaccién de los sistemas coloida-
les con la mucosa gastrointestinal es mediante la incorporacién de un ligando es-
pecifico, que interaccione directamente con las células M de las placas de Peyer.
Por ejemplo, nanoparticulas de PLGA encapsulando el antigeno de superficie de
la hepatitis B, han sido modificadas con lectina, un ligando especifico de las cé-
lulas M. Mediante microscopia confocal, Gupta y col. (69) han demostrado la in-
tensa interaccion entre los nanosistemas y las células M, lo que se ve reflejado en
una mayor respuesta inmune humoral frente a la hepatitis B cuando se compara
con el mismo sistema de nanoparticulas que no presenta el ligando especifico.

Otra interesante estrategia para mejorar la respuesta inmune tras la inmuni-
zacion oral ha sido la co-encapsulacién del antigeno con un inmunoestimulan-
te. En este caso, nanoparticulas de quitosano recubiertas por alginato han de-
mostrado su capacidad para ser captadas por las placas de Peyer sin mostrar
signos de toxicidad (70) pudiendo ser a priori un buen sistema candidato para
la inmunizacién oral. Sin embargo, ha sido necesaria la co-encapsulacion del in-
munoestimulador CpG ODN con el antigeno de superficie de la hepatitis B, para
incrementar la respuesta inmune humoral y celular a través de esta via (71). De
hecho, se observa que es un factor fundamental el que se produzca una co-li-
beracién simultdnea del antigeno con el agente inmunoestimulante para mejo-
rar la respuesta inmune, ya que la administraciéon del CpG ODN en solucién con
las nanoparticulas no es capaz de ejercer una accién inmunoestimuladora sufi-
ciente para mejorar la respuesta inmune.

Por lo tanto, la incorporacién del antigeno a un sistema de nanoparticulas
poliméricas podria ser una estrategia adecuada para su liberacién a nivel intes-
tinal. Sin embargo, como hemos descrito en este apartado, todavia es necesario
optimizar los sistemas desarrollados hasta ahora para conseguir un 6ptimo can-
didato para la liberacion de vacunas a través de la via oral.

ADMINISTRACION DE NANOVACUNAS POR VIA NASAL

Entre las diferentes posibilidades para la vacunacién a través de las super-
ficies mucosas, ademds de la inmunizacién oral descrita previamente, la via na-
sal es sin duda la opcién mds prometedora por los siguientes motivos, descritos
anteriormente por S.S. Davis (72):
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 Es una zona facilmente accesible, dando lugar a una buena aceptacion por
el paciente y a la posibilidad de inmunizaciéon de grandes grupos pobla-
cionales.

» Se evita el uso de agujas y jeringas.

* Reducida actividad enzimdtica comparada, por ejemplo, con la via oral;
presenta un epitelio relativamente permeable y amplia superficie de ab-
sorcion.

» Importante presencia del sistema inmune gracias al tejido linfoide aso-
ciado a mucosas (NALT) y la continua vigilancia de las células dendriti-
cas subepiteliales.

¢ Induccién de respuestas inmunes sistémicas y a nivel de la mucosa.

El principal factor a tener en cuenta durante el desarrollo de una vacuna na-
sal es que el antigeno administrado pueda llegar a los érganos linfoides inducto-
res que forman parte del NALT y a las células dendriticas que circulan en el area
submucosa (Figura 9.5). De esta forma, el antigeno podra ser captado y procesa-
do por estas células, provocando su maduracién y migracion a los tejidos linfoi-
des secundarios para presentar el antigeno a las células B y T y llegar a generar
una respuesta inmune especifica. Es por tanto, un factor critico la inmunodispo-
nibilidad del antigeno liberado, es decir, es fundamental que éste llegue a las are-
as inductoras situadas en la mucosa nasal con el fin de facilitar una interaccién
inicial con las células dendriticas periféricas. Para ello, se deben superar las di-
versas barreras bioldgicas impuestas por la via nasal: la degradacién enzimatica,
la presencia de mucus que recubre la cavidad nasal y la capa de células epitelia-
les que recubren la mucosa (35). Teniendo esto en cuenta, mediante la utilizacién
de un sistema de liberacién adecuado se podria inducir y mejorar la respuesta in-
mune alcanzada a través de esta via promoviendo la captacién del antigeno por
la células del sistema inmune innato presentes en la zona (20).

Entre las miiltiples posibilidades para la liberacién del antigeno a través de la
via nasal, diversos tipos de nanosistemas han sido estudiados para conseguir una
respuesta inmunoldgica a través de esta via y que han sido recientemente revisa-
dos (35). Sin embargo, es de especial interés el uso de sistemas nanoparticulados
basados en biopolimeros como transportadores de antigenos para conseguir el ob-
jetivo final de generar una respuesta inmune protectora y prolongada a través de
la via nasal. En concreto, aquellos basados en poliésteres (PLGA y PLA) y quito-
sano han sido los mas ampliamente estudiados (44). Estos sistemas son especial-
mente prometedores debido a su demostrada capacidad para proteger las bioma-

334



NANOVACUNAS

FiGura 9.5. Representacion esquemdtica de como se produce la cascada de activacion de la
respuesta inmune especifica tras la administracion nasal de un sistema de liberacion
particulado.

cromoléculas asociadas, promover la interaccion y penetracion a través de la mu-
cosa nasal para finalmente conseguir el efecto terapéutico sistémico (40, 73-75).

Las nanoparticulas basadas en poliésteres han sido uno de los mds prome-
tedores candidatos para la liberacion de vacunas a través de la via nasal. Por
ejemplo, resultados obtenidos por Jung y col. (68) indican que la aplicacién na-
sal de nanoparticulas de PLGA modificado con PVA reduce la dosis de toxoide
tetdnico necesario para alcanzar una respuesta inmune, comparando en este caso
con la via digestiva.

Sin embargo, importantes problemas relativos a la inestabilidad del antige-
no encapsulado en la matriz polimérica de PLGA y el limitado transporte a tra-
vés de las superficies mucosas, ha dado lugar a una serie de modificaciones en
la estructura de los vehiculos con el fin de solventar dichos inconvenientes. Las
principales modificaciones que se han llevado a cabo se relacionan con la adi-
cion de (i) sustancias estabilizadoras del antigeno y (ii) componentes hidréfilos
que mejoren la estabilidad del sistema en los fluidos biolégicos y permitan una
mejor interaccidon con la mucosa nasal.

Con la introduccién de un polimero anfifilico como el poloxamer en la es-
tructura matricial de las nanoparticulas de PLGA (76), se ha conseguido pre-
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servar la antigenicidad del toxoide tetdnico encapsulado. Siguiendo esta estra-
tegia se ha podido ademds asociar en nanoparticulas formadas por mezclas de
PLGA con poloxamer o poloxamina, otro tipo de biomacromoléculas como plas-
midos ADN codificadores de antigeno (40). Con estos sistemas se logra que el
antigeno (B-galactosisada) se exprese a partir del material genético encapsula-
do, tanto in vitro como in vivo. La induccién de una respuesta inmunoldgica es-
pecifica frente a la B-galactosidasa indica que la molécula de ADN ha sido efi-
cazmente transportada a través de la mucosa nasal, lo que ha permitido que se
haya expresado el antigeno y consecuentemente, se ha logrado una respuesta in-
mune especifica sistémica.

Por otro lado, se han desarrollado un tipo de nanoparticulas que presentan
una estructura ndcleo-corona, compuestas por un nucleo hidrofébico de PLA
donde se encuentra el antigeno encapsulado, y una cubierta hidrofilica de po-
lietilenglicol (PEG), con el fin de mejorar la estabilidad del sistema en los flui-
dos bioldgicos al mismo tiempo que se mejora la interaccion con el epitelio na-
sal (77). Este tipo de sistema ha demostrado ser un vehiculo muy adecuado para
la liberacién tanto de antigenos como de plasmidos ADN codificadores de an-
tigeno a través de la mucosa nasal y llegar a conseguir niveles importantes de
IgG especifica frente al toxoide tetdnico y la B-galactosidasa, respectivamente
(78). Una caracteristica interesante de este sistema es que mediante la modifi-
cacion del tamafio de particula y la densidad de la cubierta hidrofilica de PEG,
se puede optimizar la interaccién con la mucosa nasal para incrementar el trans-
porte de la molécula asociada a través de esta via de administraciéon (79).

La modificacion de la superficie de nanoparticulas de PLGA con un poli-
mero hidrofilico, como el quitosano, también se ha llevado cabo con la finali-
dad de incrementar la interaccion con la mucosa nasal, debido fundamentalmente
a las propiedades bioadhesivas de este polisacdrido. En los estudios de biodis-
tribucion (75) que se han llevado a cabo tras el marcaje del toxoide tetdnico con
un radioisétopo, se puede observar una mayor presencia del toxoide en circula-
cién sistémica cuando se administran las nanoparticulas recubiertas con quito-
sano por la via nasal comparadas con las nanoparticulas sin cubierta. Este re-
sultado indica la eficacia de la modificacion superficial de las nanoparticulas de
PLGA con un polimero bioadhesivo para incrementar la interaccion del sistema
con la mucosa nasal.

Otros sistemas basados en un niicleo hidrofébico con cubierta de quitosa-
no han sido desarrollados por Nagamoto y col. (38) para la inmunizacién nasal.
En este caso, el sistema consiste en una nanoemulsion, cuyos glébulos oleosos
estan formados por aceite de soja estabilizados con lecitina y posteriormente re-
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cubiertos por quitosano. Tras la inmunizacién nasal con particulas que presen-
tan diversos tamariios, los niveles de IgG alcanzados frente a la ovalbimina aso-
ciada al sistema, concluyen que este parametro no afecta a la respuesta inmune
sistémica. Sin embargo, de forma paralela se ha evaluado el comportamiento de
las nanoparticulas compuestas Unicamente por quitosano bajo las mismas con-
diciones. En este caso se aprecia como las nanoparticulas mas pequefias, de 400
nm, consiguen una mejor respuesta inmune a través de la via nasal que aque-
llas de tamafio superior (1 um), siendo incluso mayores que la nanoemulsion
recubierta. A la vista de estos resultados, los autores llegan a concluir que a pe-
sar de los importantes niveles de IgG alcanzados con la emulsion recubierta por
quitosano, las nanoparticulas compuestas tnicamente por el polisacarido favo-
recen en mayor medida el transporte del antigeno a través de la mucosa nasal
generando una respuesta inmune sistémica mayor.

Con la idea de evaluar los posibles factores que afectan a la eficacia de las
nanoparticulas de quitosano como sistemas de liberacion de antigeno, se ha es-
tudiado el comportamiento de diversos sistemas elaborados mediante gelifica-
cidén idnica a partir de quitosano de diferente peso molecular (80). Con los di-
ferentes sistemas evaluados, se consigue una respuesta inmune prolongada frente
al toxoide tetdnico que se incrementa con el tiempo, lo que demuestra que las
nanoparticulas de quitosano son capaces de facilitar la liberacién del antigeno
a las CPA a través de la mucosa nasal y generar una importante respuesta in-
mune especifica. Al mismo tiempo se aprecian ciertas diferencias relacionadas
con el peso molecular del quitosano que se ha utilizado en cada formulacién
testada, de forma que tanto los niveles de IgG e IgA han sido significativamente
mayores cuando el quitosano presenta un peso molecular superior.

Por otro lado, se han llevado a cabo modificaciones en la molécula de qui-
tosano con la idea de tratar de solventar los inconvenientes asociados a la baja
solubilidad del quitosano a pH fisiolégico al no encontrarse en su forma com-
pletamente protonizada y la disminucién de sus propiedades como promotor de
la absorcion. La modificacion més estudiada, y que ya ha sido utilizada para la
elaboracion de nanoparticulas para la liberacion mucosa de antigeno, ha sido la
adicién parcial de grupos metileno en los residuos amina de la molécula de qui-
tosano. El polimero resultante, N-trimetil quitosano (TMC), presenta buena so-
lubilidad en un amplio rango de pH manteniendo las propiedades bioadhesivas
del quitosano, al mismo tiempo que permite la preparaciéon de nanoparticulas
mediante gelificacion i6nica. Las nanoparticulas elaboradas a partir de este de-
rivado del quitosano, han sido evaluadas como vehiculos para la inmunizacién
nasal frente a influenza en ratones (81). Se han conseguido con este sistema, ni-
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veles importantes de IgG sérica y una fuerte inhibicién de la hemaglutinacion,
junto con niveles significativos de IgA detectados en los lavados nasales, com-
parados con los alcanzados con el antigeno solo o mezclado en una solucién de
polimero. Estos resultados se han atribuido principalmente a las propiedades mu-
coadhesivas del polimero que permiten una exposicién mas prolongada del an-
tigeno, asi como a la naturaleza particulada del sistema que mejora el acceso al
NALT y a los ganglios linfaticos.

Por lo tanto, el uso de sistemas de liberacion nanométricos basados en bio-
materiales, han demostrado que pueden mejorar la respuesta inmune frente al
antigeno que transportan cuando se administran a través de una via no invasi-
va, como es la via nasal. Los resultados obtenidos hasta hoy con los diferentes
nanosistemas evaluados han sido muy prometedores, y se ha demostrado que
modificaciones en la estructura de los nanosistemas que lleven a incrementar su
estabilidad y/o la interaccion con la mucosa nasal favorecen de forma impor-
tante el éxito del sistema para alcanzar respuestas inmunes especificas impor-
tantes, tanto sistémicas como a nivel de la mucosa.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVA FUTURA

En los dltimos afios el uso de sistemas de liberacién de antigenos ha gene-
rado gran interés para el desarrollo de nuevas vacunas. Como hemos descrito
previamente, el disefio de nuevas formulaciones para mejorar la efectividad de
las vacunas ya existentes, supone una estrategia altamente interesante para am-
pliar la cobertura inmunolégica en la poblacién.

La utilizacién de sistemas de liberacién de tamafio nanométrico ha supues-
to un nuevo avance en la evolucion de las vacunas. El papel de las nanotecno-
logias en el disefio de nuevas vacunas tiene especial protagonismo cuando se
pretende incrementar la interaccion del antigeno transportado con las células del
sistema inmune innato, pero es igualmente interesante la mejora del transporte
de antigenos a través de las superficies mucosas. Efectivamente, las nanoparti-
culas elaboradas a partir de biomateriales han sido ampliamente estudiadas en
los dltimos tiempos como vehiculos de biomacromoléculas para su administra-
cion a través de vias no invasivas, como la via oral y la nasal. De hecho, estan
demostrando su capacidad para interaccionar con la mucosa y las células in-
munocompetentes de los tejidos linfoides asociados a mucosas para lograr res-
puestas inmunitarias a nivel sistémico, pero también, generando proteccién in-
munolégica a nivel de la mucosa, como avalan los recientes estudios aqui
descritos.
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Aunque quedan todavia muchos retos por alcanzar en cuanto al disefio de

sistemas coloidales para la liberacion de vacunas, se pueden llegar conseguir
nuevas y mejoradas vacunas mediante un disefio racional proporcionado por el
conocimiento multidisciplinar, gracias a los grandes avances en la identificacion
de dianas inmunoldgicas y el creciente desarrollo de las nanotecnologias como
alternativa para la liberacion de vacunas.
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